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SUSPENSION COLLOIDALE DE PARTICULES SUBMICRONIQUES DE 
VECTORISATION DE PRINCIPES ACTIFS HYDROPHILES (INSULINE) ET LEUR 

MODE DE PREPARATION 

5 Le domaine de la presente invention est celui des Particules 

de Vectorisation (PV) , utiles pour 1' administration de principes 
actifs (PA) . Ces demiers sont, de preference, des medicaments ou 
des nutriments pour 1 ' administration k un organisme animal ou 
humain par voie orale ou nasaie, vaginale, oculaire, sous-cutanee, 
10 intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, 
intracerebrale, parenterale, etc... En termes de nature chimique, 
les PA plus particulierement concernes par 1' invention sont 
hydrophiles, par exemple, des proteines, des glycoproteines , des 
peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, ou des 
15 polynucleotides . 

La presente invention conceme, plus precisement , des 
suspensions colloidales de Particules de Vectorisation, 
avantageusement de type ’submicronique , a base de blocs de 
polyaminoacides hydrophobes et polymer es hydrophiles du type 
20 polyalkylene-glycol (PAG) , de preference polyethylene-glycol 
(PEG) . 

La presente invention vise aussi * bien des particules nues 
(insuline) en tant que telles, que des systemes de vecteurs de PA 
hydrophiles, constitues par des particules chargees par le (ou 
25 les) PA. 

La presente invention a egalement trait a des solides 
pulverulent s comprenant ces PV. 

L' invention concerne, egalement, des procedes de preparation 
desdites suspensions colloidales de particules, chargees en PA 
30 hydrophile (insuline) . 

L' encapsulation de PA dans les PV a notamment, pour but de 
modifier leur duree d' action et/ou de les acheminer au lieu du 
traitement et/ou augmenter la biodisponibilite desdits PA. De 
nombreuses techniques d' encapsulation ont deja 4te proposes. De 
35 telles techniques visent, d'une part, a permettre le transport du 
PA jusqu'^ son site d' action therapeutique, tout en le protegeant 
contre les agressions de 1' organisme (hydrolyse, digestion 
enzymatique, etc.) et, d'autre part, k controler la liberation du 
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PA sur son site d' action, afin de maintenir la quantity disponible 
pour l'organisme au niveau desire. Les PA concemes par ces 
avatars de transport et de s§jour dans l'organisme sont, par 
exemple, des proteines mais peuvent etre, egalement, des produits 
tout autres, des molecules organiques d'origine synthetique ou 
naturelle . La revue de M.J. HUMPHREY (Delivery system for peptide 
Drugs, editee par S. DAVIS et L. ILLUM, Plenum Press, N.Y. 1986), 
fait etat de la problematique concernant 1 ' amelioration de la 
biodisponibilite des PA et 1'interet des systemes de vectorisation 
et de liberation controlee. 

Parmi tous les matdriaux envisageables pour former des PV, 
les polymeres sont de plus en plus utilises, du fait de leurs 
proprietes intrinseques . S'agissant du cahier des charges que 1'on 
souhaite obtenir pour les PV, il est particulierement exigeant et 
comprend, notairanent , les specifications suivantes. 

1 La premiere specification recherchee pour les PV serait 
que le polymere, const ituant les PV soit biocompatible, 
eliminable (par ‘excretion) et/ou biodegradable et, 
encore mieux, qu'il soit metabolise en produits non 
toxiques pour l'organisme. En outre, il conviendrait que 
la biodegradation dans l'organisme soit d'une duree 
suf f isamment court e . 

2 Les PV auraient avantage a pouvoir former, sans l'aide 
de solvant organique et/ou de tensioactif, une 
suspension aqueuse stable. 

3 II serait egalement souhai table que les PV aient une 
taille suf f isamment faible pour pouvoir subir, en 
suspension dans un liquide, une filtration stdrilisante 
par un filtre dont le diametre des pores est inferieur 
ou egal a 0,2 ^m. 

4 II est souhaitable que les PV et les systemes PV-PA 
puissent etre obtenus par un procedd non denaturant pour 
le PA. 

5 Les PV devraient, avantageusement , permettre de 
controler la vitesse de liberation du PA. 

6 Une autre specification importante serait que les 
systemes PV-PA puissent constituer d'excellents 
medicaments injectables. Cette aptitude am£lior£e de 
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1' administration par injection -e.g. intraveineuse ou 
intramusculaire- « injectabilite » se caracterise par : 

(i) un volume injecte reduit (pour une dose 
therapeutique donnee) , 

(ii) une viscosite faible. 

Ces deux proprietes sont satisfaites lorsque la dose 
therapeutique de PA est associee a une quantity minimale 
de PV. En d'autres termes, les PV doivent avoir un fort 
taux de chargement en PA. 

7 Le cout propre aux PV dans une preparation injectable 
doit etre reduit et la encore il convient que les PV 
aient un fort taux de chargement en PA. En definitive, 
la faible taille et un fort taux de chargement sont des 
specifications majeures recherchees pour les PV. 

8 II est egalement avantageux que le polymere, constitutif 
des PV, n'induise pas de reponse immunitaire. 

9 Pour la famille de PA hydrophiles, en particulier les 
proteines et plus ». part iculierement encore l'insuline, il 
conviendrait d* avoir des PV qui soient adaptes & cette 
famille de PA en termes de facilite d ' association et de 
liberation et en termes de caractere non denaturant . 



Les propositions techniques anterieures, decrites infra, ont 
tente de satisfaire 1' ensemble de ces specifications. A titre 

25 d' illustration, on citera les propositions anterieures (a) a (j) : 

(a) Le brevet US-A-5 286 495 conceme un procede d' encapsulation 

par vaporisation de prot§ines en phase aqueuse, a l'aide de 
materiaux ayant des charges opposees, a savoir : 1' alginate 

(charge negativement ) et la poly lysine (chargee 

30 positivement) . Ce procede de fabrication permet de produire 

des particules de taille superieure a 35 ^m. 

(b) Par ailleurs, les techniques d' Emulsion sont couramment 
utilisees pour preparer des microparticules chargees de PA. 
Par exemple, les demandes de brevets WO 91/06286, WO 91/06287 

35 et WO 89/08449 divulguent de telles v techniques d' emulsion 

dans lesquelles on a recours a des solvants organiques pour 
solubiliser des polym^res, par exemple de type polylactique . 
Mais il s' est avere que les solvants peuvent etre 
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denaturants, notamment pour les PA peptidiques ou 
polypeptidigues . 

(c) On connait, egalement, des PV biocompatibles appelees 

proteinoides, d^crites des 1970 par X. FOX et K. DOSE dans 
« Molecular Evolution and the origin of Life », Ed. Marcel 
DEKKER Inc (1977) . Ainsi, la demande de brevet WO 88/01213 
propose un systeme a base d'un melange de polypeptides 
synthetiques, dont la solubilite depend du pH. Pour obtenir 
les microparticules matricielles selon cette invention, ils 
solubilisent le melange de polypeptides, puis avec un 
changement de pH, ils provoquent la precipitation de 
particules proteinoides. Lorsque la precipitation s'effectue 
en presence d'un PA, celui-ci est encapsule dans la 

particule. 

(d) On mentionnera egalement, pour memoire, le brevet US 

4 351 337 qui releve d'un domaine different de celui de la 
vectorisation de PA propre a 1' invention. Ce brevet divulgue 
des implants massiques fixes et localises a des endroits bien 
precis de 1'organisme. Ces implants sont des tubes ou des 
capsules creuses de taille microscopiques (160 /im et de 
longueur egale a 2 000 jzm) , constitues de copolymeres de 

copoly (aminoacides) -e.g. poly(acide glutamique- leucine) ou 
poly (benzylglutamate- leucine) - obtenus par copolymerisation 
de monomeres de N-carboxyanhydrides d * aminoacides (NCA) . 
L' inclusion d'un PA s'op^re par une technique d 1 evaporation 
de solvant d'un melange de polymere et de PA. Le brevet US 
4 450 150 appartient a la meme famille que le brevet US 
4 3 51 337 etudie ci-dessus et a essentiellement le meme 
objet. Les PAA constitutifs sont des poly(acide glutamique- 
ethylglutamate) . 

(e) La demande de brevet PCT/FR WO 97/02810 divulgue une 
composition pour la liberation contrdlee de principes actifs, 
comprenant une pluralite de particules lamellaires d'un 
polymere biodegradable, au moins en partie cristallin 
(polymere d'acide lactique) et d'un PA absorbe sur lesdites 
particules. Dans ce cas, la liberation du principe actif 
s'opere par desorption. 
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(f) La publication « CHEMISTRY LETTERS 1995, 707, AKIYOSHI ET 

AL » concerne la stabilisation d'insuline par complexation 
supramoleculaire avec des polysaccharides hy dr ophob i s e s par 
greffage de cholesterol. 

(g) L' article paru dans « MACROMOLECULES 1997, 30, 4013-4017 » 

decrit des copolytn^res composes d'un bloc polypeptide a base 
de L-phdnylalanine, de (-benzyl-L-glutamate ou de 0-(tetra-0- 
acetyl-D-glucopyranosyl) -L- serine, et un bloc synth£tique, 
tels que la poly (2-mdthyl-2-oxazoline) ou la poly (2 -phenyl -2- 
oxazoline) . Des polymdres s'agr^gent en milieu aqueux pour 
former des particules de 400 nm, capables de s'associer avec 
une enzyme, la lipase. La terme associee signifie ici que la 
prot6ine s ’ adsorbe sur la particule par ion phenomene physique 
(pas de liaison covalente) . 

(h) La demande PCT WO 96/29991 a pour objet des particules de 
polyaminoacides utiles pour la vectorisation de PA dont 
notamment des PA hydrophiles tels que l’insuline. Ces 
particules ont vine taille comprise entre 10 et 500 nm. 

Les particules selon le WO 96/29991 se forment spontan£ment 
par mise en contact de PAA avec une solution aqueuse. Les PAA 
comprennent des monomer e s aminoacides neutres et hydrophobes 
AAO et des monomeres ionisables et hydrophiles AAI . 

Ces particules peuvent etre chargees en insuline, au mieux a 
hauteur de 6,5 % en poids sec d'insuline par rapport £ la 
masse de PAA. Ta est mesure selon un mode operatoire Ma 
decrit plus loin. 

(i) L'EP 0 583 955 divulgue des micelles polymere capables de 

pieger physiquement des PA hydrophobes. Ces micelles sont 
constituds par des copolym^res bloc : PEG/polyAANO (AANO = 

Amino-Acide Neutre hydrophobe) . 

L 'AANO peut §tre : Leu, Val, Phe, Bz-O-Glu, Bz-O-Asp, ce 
dernier etant prefer^. Les principes actifs PA hydrophobes 
piegds dans ces micelles PEG/polyAANO sont e.g.: adriamycine, 
indomethacine , daunomycine , methotrexate, mitomycine. 

Dans cette demande de brevet, seuls sont exemplifies les 
micelles a base de PEG/polyGlu-O-Bz . Or, il est a noter que 
ces esters Glu-o-Bz ne sont pas stables a 1' hydrolyse en 
milieu aqueux. En outre, il n'est nullement question dans ce 
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document de particules constitutes par un copolymere bloc 
PEG/polyAANO, dont le coeur est forme par le polyamino acide 
neutre hydrophobe et comprenant une chevelure externe 
hydrophile a base de PEG, ces particules etant aptes a 
s’associer avec des PA hydrophiles et a les liberer in vivo. 

(j) On connait tgalement des nanoparticules de vectorisation sur 
lesquelles sont greffdes des chaines de PEG. II s ' agit par 
exemple de nanoparticules de polylactides ou de liposomes . Ce 
revetement de chaines de PEG est un moyen efficace connu de 
l'homme de l'art pour tviter 1' adsorption de proteines 
(hydrophiles) sur ces nanoparticules recouvertes de PEG. De 
telles nanoparticules ou liposomes sont qualifies de 
"furtifs". La prevention de 1' adsorption de proteines sur une 
surface par greffage de PEG, est dtcrite dans un tres grand 
nombre d' articles par exemple : L. Ilium et al. J. Pharm. 
Sci. 72, 1086, (1983) . La description de liposomes "furtifs" 

("stealth liposomes") peut itre trouvee dans : [DD Lasic, FJ 
Martin "Stealth Liposomes" CRC Press (BocaRaton, FL) 1995; MC 
Woodle, DD Lasic "Sterically Stabilized Liposomes" Biochim 
Biophys Acta 1992, 1113, 171-199; MC Woodle "Controlling 

Liposome Blood Clearance by surface grafted polymers" 
Advanced Drug Delivery Reviews 1998, 32, 139-152]. 

On trouvera egalement une synthese de ces questions dans : 
["Polyethylene-glycol coated biodegradable nanospheres R.Gref 
e t al in " micropart iculated for the delivery of proteins and 
vaccines" S. Cohen et al Ed. Marcel Dekker 1996"] . Comme le 
chargement en principe actif de ces nanoparticules furtives 
est emp§che, ces auteurs prdconisent une encapsulation a coeur 
des principes actif s par un procede en voie solvant organxque. 
Or, ce type de procede est contraire aux specifications 2 & 4 
du cahier des charges ci-dessus ddfini. 




II ressort done de ce qui precede que les propositions 
techniques anterieures sus decrites, et notamment la proposition 
(i) , satisfont incompletement aux specifications du cahier des 
charges indique supra, et, en particulier pour ce qui concerne 
1 'association des particules a des principes actifs hydrophiles 
(proteines telles que l'insuline) ainsi que 1' aptitude de ces 
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particules chargees en PA hydrophiles a liberer ces demiers in 
vivo sans qu'ils n'aient #te altdres par la vectorisation. 

Dans cet etat de fait, l'un des objectifs essentiels est de 
5 pouvoir fournir de nouvelles PV qui forment spontanement , et sans 
1 ' aide de tensioactifs ou de solvants organiques, des suspensions 
aqueuses stables de PV et adaptees a la vectorisation de PA 
hydrophiles (notamment des proteines telles que l'insuline). II 
s'agit d'obtenir des suspensions de particules chargees en 
10 principe actif hydrophile, de preference en proteines telles que 
1 1 insuline . 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de 
fournir de nouvelles PV en suspension aqueuse colloldale stable 
(notamment a 1 • hydrolyse) ou sous forme pulverulente et a base de 
15 poly (aminoacides ) (PAA) , ces nouvelles PV se devant de satisfaire 

au mieux aux specifications 1 a 9 du cahier des charges susvise. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de 

perfectionner les particules divulguees dans la demande EP 
0 583 955. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir 
une suspension nouvelle de PV dont on maitrise parfaitement les 
caractdristiques, notamment en termes du taux de chargement en PA 
et en termes de controle de cindtique de liberation du PA. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir 
25 des suspensions medicament euses hydrophiles injectables. Les 
specifications, requises pour de telles suspensions, sont un 
faible volume d' injection et une faible viscosite. II importe que 
la masse de particules colloldales par dose d' injection soit le 
plus faible possible et ce sans limiter la quantitd du principe 
30 actif PA transport# par ces particules, afin de ne pas nuire a 
1 ' ef f icacite therapeutigue . 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir 
une suspension colloldale aqueuse ou un solide pulverulent 
comprenant des particules de vectorisation de principes actifs 
35 satisfaisant aux specifications visees ci-dessus et qui constitue 
une forme galenique appropriee et convenable pour une 
administration, par exemple orale, d l'homme ou 1' animal. 
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Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir 
une suspension colloidale comprenant des particules de 

vectorisation de principes actifs filtrables sur des filtres de 
0,2 /zm & des fins de sterilisation. 

5 Un autre objectif essentiel de 1' invention est de proposer 

un proced§ de preparation de particules (seches ou en suspension 
dans un liquide) de PAA utiles, notamment, comme vecteurs de 
principes actifs hydrophiles (notamment proteines telles que 
l’insuline), ledit procede se devant d'etre, plus simple a mettre 
10 en oeuvre, non denaturant pour les principes actifs et devant en 
outre toujours permettre une maitrise fine de la granulometrie 
moyenne des particules obtenues. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est 1 ' utilisation 
des susdites particules en suspension aqueuse ou sous forme solide 
15 pour la preparation de medicaments (e.g. vaccins) , en particulier 
pour administration notamment orale, nasale, vaginale, oculaire, 
sous-cutande, intraveineuse, intra-musculaire , intradermique , 
intra-peritoneale, intracerebral e ou parenterale, les principes 
actifs hydrophiles de ces medicaments pouvant Stre, notamment, des 
20 proteines, des glycoproteines , des peptides, des polysaccharides, 
des lipopolysaccharides, des oligonucleotides et des 
polynucleotides. 

Un autre objectif de la presente invention est de fournir un 
medicament, du type systeme a liberation prolongee de principes 
25 actifs, qui soit aise et ecohomique & produire et qui soit, en 
outre, biocompatible et apte a assurer un tres haut niveau de 
biodisponibilite du PA. 



30 



35 



Les objectifs relatifs aux produits (parmi d'autres) sont 
atteints par la presente invention qui concerne, tout d'abord, une 
suspension colloidale de particules submicroniques susceptibles 
d'etre utilisees, notamment pour la vectorisation de principe (s) 
actif(s) (PA), ces particules etant des arrangements 
supramoieculaires individualises : 

• e base d’un copolymere amphiphile comprenant : 

^ au moins un bloc de polyaminoacide (s) (PAA) 
lineaire (s) , hydrophobe ( s ) e enchainements a- 

peptidiques, les aminoacides hydrophobes AAO 
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constitutifs de ce bloc PAA etant identiques ou 
differents entre eux ; 

S et au moins un bloc de polymere (s) hydrophile (s) du 
type polyalkyleneglycol (PAG) , de preference 
5 polyethylene-glycol (PEG) ; 

• aptes & s'associer en suspension colloidale a l'£tat non 
dissous, au moins un PA et & liberer celui-ci, notamment in 
vivo, de tnaniere prolongee et/ou retard^e ; 
caracterisee en ce que les particules quelle contient sont 
10 associees et/ou peuvent etre associees avec au moins un PA 
selectionne parmi les PA hydrophiles, de preference parmi les 
proteines, ce PA etant plus preferentiellement encore constitu6 
par de 1 1 insuline . 

L'un des fondements inventifs de ces nouvelles particules de 
15 vectorisation PV, en suspension aqueuse colloidale stable ou a 
l'etat de solide pulverulent, tient £ la selection originale d'un 
copolymere bloc polymere hydrophile/ poly aminoacide hydrophobe 
permettant d'obtenir des particules de taille submicronique, qui 
forment une suspension colloidale aqueuse stable en 1 ’ absence de 
20 tensioactif s ou de solvants et qui soient adaptes a des PA 

hydrophiles . 

11 est particulidrement surprenant et inattendu que les 
particules a base de copolymere bloc polymere hydrophile 
polyalkyleneglycol /polyaminoacide hydrophobe connues pour pieger 
25 des principes actifs hydrophobes (EP 0 5 83 955) , puissent 

s'associer et liberer in vivo des PA hydrophiles, en particulier 
des proteines telles que 1' insuline. 

En outre, I'homme du metier connaissant 1 ' utilisation d'une 
couche exterieure de PEG pour prevenir 1* adsorption des proteines 
30 hydrophiles, aurait tout nature 1 lenient ecarte cette solution pour 
la conception de nanopart icules devant au contraire adsorber une 
grande quant ite de proteines hydrophiles. Contre toute attente, il 
n 1 en est rien dans le cadre de 1* invention. 

La structure des copolymeres bloc PAG/Poly AAO et la nature 
35 des acides amines AAO, sont choisies de telle faqon que : 

• les chaines de polymeres se structurent spontan^ment sous 
forme de particules (PV) de petite taille. 
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• les particules forment une suspension colloidale stable 
dans l'eau et en milieu physiologique, 

• les PV s'associent avec des proteines ou autres PA 

hydrophiles en milieu aqueux, par un mecanisme spontane 

5 et non denaturant pour la proteine, 

• les PV lib^rent les PA hydrophiles en milieu 

physiologique et, plus precisement, in vivo ; la 
cinStique de liberation est fonction de la nature du 
copolymere PAG/ Poly AAO precurseur des PV. 

10 Ainsi, en jouant sur la structure particuliere du 

copolymere, on peut controler les phenomenes d' association et de 
liberation du PA sur le plan cinetique et quantitatif. 

De preference, le PAG correspond a du Polyethylene-Glycol 
(PEG) ou a du polypropylene -glycol (PPG) , le PEG etant 

15 particulierement prefer^. 

Suivant une autre caracteristique de 1* invention, le PAG -de 
preference le PEG- possede une masse molaire en poids comprise 
entre 500 et 50000 D, de preference entre 1000 et 10000 D, et plus 
pref erentiellement encore entre 1000 et 5000 D. 

20 Avantageusement, la suspension selon 1 1 invention est 

caracterisee par un taux de chargement Ta des particules de 
vectorisation avec l'insuline, exprime en % de masse d'insuline 
associee par rapport a la masse et mesure selon un mode operatoire 
Ma, Ta 4tant tel que : 

25 7 < Ta 

de preference, 8 < Ta < 50 

et, plus preferential lement encore, 10 < Ta < 30. 

Mode operatoire Ma : 

30 (a) Preparation d'une solution aqueuse d'insuline : De 

l'insuline recombinante humaine lyophilisee (Sigma n° 10259) 
est versee dans une solution HC1 0,1 N durant 5 min a 25°C. 
Cette solution est ensuite versee dans une solution de 
tampon phosphate qui est finalement neutral i see par ajout de 
35 NaOH de 0,1 N. La solution est laiss^e ensuite au repos 3 0 

min a temperature ambiante, puis filtr^e sur membrane 
"acrodisc 11 0, 8-0,2 /x m. La masse d'insuline est calcul^e en 
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fonction du volume souhaite de solution, afin d'obtenir une 
concentration de 60 Ul/ml. 

(b) Dispersion des particules de vectorisation en PAA a associer 
dans la solution d' insuline : Les PV lyophilisees sont 

5 ajoutees a la solution d' insuline, a raison de 10 mg PV/ml 

de solution. Ce melange est agite au vortex a deux ou trois 
reprises , puis place dans un agitateur a basculement 
temperature ambiante pendant 18 heures. La suspension 
colloidale est ensuite conservee a 4°C. 

10 (c) Separation de 1' insuline libre de 1' insuline associee et 

dosage de 1' insuline libre : La solution, contenant 

1' insuline et les PV, est centrifugee 1 heure sous 60 000 g 
a 20°C. Le surnageant est dispose dans des tubes munis d’une 
membrane d 1 ultrafiltration (seuil de coupure 100 OOODa) et 
15 centrifuge sous 3 000 g 2 heures li. 20°C. L' insuline dans le 

filtrat est dosee par CLHP. 

Pour definir un peu plus les copolymeres constitutifs des 
particules, on peut indiquer qu'ils sont du type sequentiel 
20 alterne (blocs) . 

Ainsi, selon une forme prefSree de realisation de la 
suspension de PV selon 1' invention : 

les AAO sont des acides amines neutres hydrophobes AANO, 
le rapport PAG/AANO est > 1, 

25 - et la longueur absolue du bloc PEG est > 2 monomeres, de 

preference > 10 monomeres, et plus pref erentiellement 
> 20 monomeres. 

Avantageusement, le ou les blocs PAA a base d 1 AANO en 
comprennent au moins 5, de preference au moins 10, et plus 
30 pref erentiellement encore au moins entre 10 et 50. 

De maniere plus preferee encore, les particules sont des 
"diblocs" de PEG/AANO. 

Ces aminoacides neutres hydrophiles (AANO) sont en pratique 
sont choisis dans le groupe comprenant: 

35 • des acides amines neutres naturels : Leu, lie, Val, Ala, 

Pro, Phe, leurs melanges, 

• des acides amines neutres, rares ou synthetiques : 
norleucine, norvaline, 
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• des derives des acides amines polaires : Glutamate de 

methyl, glutamate de ethyle, aspartate de benzyle, N- 

acetyllysine . 

Suivant une caracteristique preferee de 1' invention, les PAA 
5 blocs constitutifs des particules ont des degr^s de polymerisation 
DP compris entre 30 et 600, de preference entre 50 et 200 et, plus 
pref erentiellement encore, entre 60 et 150. 

La presente invention vise, non seulement des suspensions de 
particules nues, telles que definies ci-dessus, mais egalement des 
10 particules comprenant au moins un principe actif PA De preference, 
la suspension selon 1' invention est aqueuse et stable. Ces 
particules, chargees ou non en PA, sont, avantageusement , sous 
forme dispersee dans un liquide (suspension), de preference 

aqueux, mais peuvent egalement etre a l'etat de solide 
15 pulverulent, obtenu a partir de la suspension de PV telle que 

def inie ci-dessus . 

D'ou il s'ensuit que 1' invention concerne, outre une 
suspension colloidale (de preference aqueuse) de PV, un solide 

pulverulent comprenant des PV et obtenu a partir de la suspension 
20 selon 1' invention. 

Un autre objet essentiel de 1' invention se rapporte a la 
preparation des particules selectionnees (telles que decrites ci- 
avant) , aussi bien sous forme de suspension colloidale que sous 
forme de solide pulverulent. Le procede de preparation considere 
25 consiste, essentiellement , a synthetiser des copolymeres 

PAG / po lyAAO precurseur et a les transformer en particules 

structurees . 

Plus precisement, il s'agit, tout d'abord, d'un procede de 
preparation du solide pulverulent susvise et forme par de 

30 particules structurees submicroniques susceptibles d'etre 

utilises, notamment pour la vectorisation de principe (s) 

actif (s), ces particules etant des arrangements supramol<§culaires 
discrets : 

• a base d'un copolymere amphiphile comprenant : 

35 S au moins un bloc de polyaminoacide (s) (PAA) 

lineaire(s), hydrophobe ( s ) & enchainements a- 

peptidiques, les aminoacides hydrophobes AAO 
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constitutifs de ce bloc PAA dtant identiques ou 
differents entre eux ; 

et au mo ins un bloc de polymere(s) hydrophile (s) du 
type polyalkyldneglycol (PAG) , de preference 
5 polyethylene-glycol (PEG) ; 

• aptes A s'associer en suspension colloidale a l'etat non 
dissous, au moins un PA et a liberer celui-ci, notamment in 
vivo, de manidre prolongee et/ou retarde. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Ce procedd est caractdrise en ce que : 

1) on fait rdagir au moins un segment PAG avec au moins un 
segment PAA comprenant chacun au moins un monomere 
alkyldne-glycol ou aminoacide respectivement et au moins 
une fonction reactive permettant de former une ou des 
liaisons PAA -PAG (de preference amide) , de fagon a 
obtenir un copolymere bloc PAG-polyAAO ; 

2) on precipite -de preference dans l'eau-, le copolymere 
bloc PAG-polyAAO obtenu a l'etape 1, ce qui conduit d la 
formation spontanee de particules de vectorisation de 
PA ; 

3) on associe au moins ion principe actif PA hydrophile avec 
les particules ; 

4) eventuellement on dialyse le milieu react ionnel pour 

purifier la suspension aqueuse de particules 

structures ; 

5) eventuellement on concentre cette suspension de 

1 ‘ Stape 4 ; 

6) on elimine le milieu liquide pour recueillir le solide 
pulverulent comprenant les particules . 

Les fonctions des segments PAG et PAA de l’dtape 1 peuvent itre 
des fonctions amine ou acide carboxylique . On peut envisager de 
realiser la polymerisation conduisant au bloc PAG et/ouPAA 
avant, pendant ou apr£s la formation de la liaison PAG-PAA. 

Toutes ces variantes sont a la portae de l'homme de l‘art. 

De pr4f€rence, dans I'd tape 1 : 



/ 
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1.1) on realise une copolymerisation de monomeres formes par 
des anhydrides de N-CarboxyAminoacides (NCA) d* amino- 
acides hydrophobes AAO en presence : 

- d'au moins un solvant polaire non aromatique, de 

preference choisi dans le groupe comprenant : la N- 

MethylPyrrolidone (NMP) , le DiMethylFormamide (DMF) , 
le DiMethylsulfOxyde (DMSO) , le DiMethylAcetamide 
(DMAc) , la pyrrolidone ; la NMP etant plus 
particulidrement preferee ; 

- et eventuellement d'au moins un co- solvant 

sdlectionne parmi les solvants aprotiques (de 

preference le dioxanne-1 , 4 ) et/ou les solvants protiques 
(de preference la pyrrolidone) et/ou 1'eau et/ou les 
alcools, le methanol etant particulierement pref^re ; 

1.2) on met en oeuvre ou on prepare par polymerisation de 
monomeres alkylene-glycol (de preference ethylene ou 
propylene - glycol ) au moins un bloc polymere PAG de 
poly-alkylene-glycol (de preference de PEG ou PPG) ; ce 
bloc PAG etant fonctionnalise (avantageu semen t a au 
moins l'une de ses extremites) par au moins un 
groupement reactif nucleophile, de preference choisi 
dans le groupe comprenant les amines (en particulier 
les amines primaires ou secondaires) , les alcools ou 
les thiols; 

1.3) on ajoute le PAG fonctionnalise de 1 1 etape 2 au milieu 
de polymerisation du bloc de poly-AAO, avant, pendant 
ou apres la polymerisation. 

L* etape 1.1 du procede s' inspire des techniques connues de 
polymerisation d' anhydrides de N-carboxy- (a-aminoacides (NCA), 
decrites, par exemple, dans 1' article « Biopolymers, 15, 1869 

(1976) » et dans l'ouvrage de H . R . KRICHELDORF « a-Aminoacid-N- 
carboxy Anhydride and Related Heterocycles » Springer Verlag 
(1987) . 

Suivant une variante, a 1' issue de 1 ' §tape 1.1, on precipite 
-de preference dans l'eau- le copolymere poly(AOO) (pAAI) obtenu et 
on recueille ce precipite. Cette variante correspond a un mode 
discontinu de preparation de particules, dans lequel on isole le 
copolymere poly (AAO) (pAAI) sous forme de precipite formant un 
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produit intermddiaire stable. Ce precipite peut §tre, par exemple, 
filtre, lavd et s4che. 

De maniere plus prdfdree encore, les NCA-pAAI sont des NCA 
d'acide glutamique ou aspartique 0-alkyl6, par exemple des NCA- 
Glu-O-Me , NCA-Glu-O-Et ou NCA-Glu-O-Bz (Me = methyle - Et = 
ethyle) . 

De preference, le ou les bloc(s) PAG fonctionnalise (s) est 
(sont) introduit(s) avant et/ou au debut de la polymerisation, qui 
se deroule de preference a une temperature comprise entre 20 et 
120 °C a pression atmospherique normale. 

Avant ageusement , les PAG de l’etape 1.2 sont des produits 
commerciaux disponibles (PEG e.g.), ou bien encore sont obtenus de 
maniere connue en soi par polymerisation d'oxyde d* ethylene 

D'autres parametres, comme la concentration en polymere, la 
temperature du melange reactionnel, le mode d'ajout du polymere 
hydrophile, 1'emploi de pression reduite, la duree de la reaction, 
etc... sont ajustes selon les effets desires et bien connus de 
1 ' homme de 1 ' art . 

Pour effectuer 1" association (etape 3) d'un ou plusieurs PA 
aux particules, il est possible de mettre en oeuvre plusieurs 
methodes conf ormement a 1' invention. Des exemples, non limitatifs, 
de ces methodes sont enumeres ci-apres. 

Selon une premiere methode, on effectue 1 ' association de PA 
aux particules par mise en presence d'une phase liquide (aqueuse 
ou non) contenant le PA avec la suspension colloidale de 
particules . 

Selon une deuxieme methode, on effectue 1 ' association du PA 
aux particules par mise en presence d'un PA a l'etat solide avec 
la suspension colloidale de particules. L»e PA solide peut itre, 
par exemple, sous forme de lyophilisat, de precipite, de poudre ou 
autre . 

Selon une troisieme methode, on met en presence le solide 
pulverulent (PAA) , tel que deer it supra en tant que produit et par 
ses caracteristiques d'obtention, avec une phase liquide (aqueuse 
ou non) contenant le PA. * 

Selon une quatrieme methode, on met en presence le solide 
pulverulent, tel que decrit supra en tant que produit et par ses 
caracteristiques d'obtention, avec le PA sous forme solide- On 
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disperse ensuite ce melange de solides, dans une phase liquide, de 
preference une solution aqueuse. 

Dans toutes ces m£thodes, le PA utilise peut etre sous forme 
pure ou pref ormulee . 

5 Conformement a 1' etape facultative 5, on elimine les 

impuretes (sels) ainsi que le solvant, par tout traitement de 
separation physique approprid, par exemple par diaf iltration 
(dialyse) (etape 4) , filtration, modification pH, chromatographie... 

Cela conduit a une suspension aqueuse de particules 
10 structurees qui peut etre concentree, par exemple par distillation 
ou tout autre moyen physique convenable : ultrafiltration, 

centrifugation . 

Pour concentrer (etape 6) ou pour separer (etape 7) les 
particules de leur milieu liguide de suspension, on elimine, 
15 eventuellement, la phase aqueuse, par exemple par distillation par 
sechage (e.g. a l'etuve), par lyophilisation ou tout autre moyen 
physique convenable : ultrafiltration, centrifugation. On 

recupAre, a 1' issue de cette <§tape 7, un solide pulvdrulent , de 
couleur blanche . 

20 II est a noter que la mise en oeuvre des etapes 1, 2, 3, 4 et 

eventuellement 5 du procede ci-dessus correspondant a une 
preparation d'une suspension colloidale de particules 
submicroniques et a fort taux de chargement avec les PA 
hydr ophi les. 

25 Lors de cette preparation de suspension colloidale, les 

copolymeres amphiphiles PAG-poly (AAO) de 1' etape 1 sont places 
dans un milieu aqueux dans lequel au moins une partie des PAG est 
soluble et au moins une partie des AANO est insoluble. Les 
copolymeres PAG/polyAANO existent sous forme de nanoparticules 
30 dans ce milieu aqueux. 

Une alternative pour preparer la suspension de PV selon 
1' invention consiste a mettre en presence le solide pulverulent, 
tel que decrit ci-dessus en tant que produit et par son procedd 
d'obtention, avec un milieu aqueux, non solvant des AANO. 

35 Compte tenu de la taille nanom^trique des particules, la 

suspension peut etre filtree sur des filtres de sterilisation, ce 
qui permet d'obtenir, aisement et a moindre cout, des liquides 
medicamenteux injectables steriles. Le fait de pouvoir, gr See A 
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1* invention, controler Id taille des particules et etteindre das 
valeurs de Dh entre 25 et 100 nm, est un atout important. 



5 



10 



15 



20 



25 



La presente invention vise, 6galement, de nouveaux produits 
intermediaires du procdde decrit ci-dessus, caracterises en ce 
qu'ils sont constitues par des copolymeres PAG -polyAAO precurseurs 
de particules. 

Selon un autre de ses aspects, 1' invention conceme une 
suspension et/ou un solide pulverulent, tels que definis ci-dessus 
et/ou tels qu'obtenus par le procede presente supra, cette 
suspension et ce solide comprenant au moins un principe actif 
hydrophile, choisi, de preference, parmi : 

• les vaccins ; 

• les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels ■ les plus 

preferentiellement retenus sont : les hemoglobines , les 

cytochromes, les albumines, les interferons, les 
antigenes, les anticorps, 1' erythropoietine, l'insuline, 
les hormones de croissance, les facteurs VIII et IX, les 
interleukines ou leurs melanges, les facteurs stimulants 
de 1 ' hematopoiese ; 

• les polysaccharides, l'heparine etant plus 

particulierement selectionnee ; 

• les acides nucieiques et, pref erablement , les 

oligonucleotides d'AKN et/ou d'ADN ; 

• des molecules non peptido-proteiques appartenant a 
diverses classes de chimiotherapie anticancereuses et, en 
particulier, les anthracyc lines et les taxoides ,- 

• et leurs melanges. 



30 Enfin, 1' invention conceme une specialite pharmaceutique, 

nutritionnelle, phytosanitaire ou cosmetique, caracterisee en ce 
qu'elle comporte une suspension et/ou du solide pulverulent 
charge (s) en PA hydrophile et tels que definis ci-dessus. 

Selon un autre de ses objets, 1' invention vise, egalement, 
35 1 ' utilisation de ces pv (en suspension ou sous forme solide) 

chargees en PA, pour la fabrication de medicaments du type 
systemes a liberation controiee de PA. 
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II peut s'agir, par exemple de ceux administrables , de 
preference par voie orale, nasale, vaginale, oculaire, sous- 
cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique , 

intraperitoneale, intracerebrale ou parentdrale. 

5 Les applications cosmetiques envisageables sont, par 

exemple, les compositions comprenant un PA associe aux PV selon 
1' invention et applicables par voie transdermique. 

Les exemples qui suivent et qui concernent le PA hydrophile 
forme par 1’ insuline permettront de mieux comprendre 1' invention 
10 dans ses differents aspects produit/procede/application. Ces 
exemples illustrent la preparation de particules de 

polyaminoacides charges ou non en insuline, de meme qu' ils 
presentent les caracteristiques de structure et les proprietds de 
ces particules. 

15 

LEGENDES DES FIGURES 

Fig 1 - Evolution de la glycemie G [.. — o. . — ] (moyenne en % 

'• basal) et de 1 1 insulin4mie ( moyenne I (en mUI/1) : [ — • — ] apres 

- injection d'une formulation de PV chargee en insuline a raison de 

20 0,5 Ul/kg, en fonction du temps T (en heures) . 

EXEMPLES 



Exemple 1 - 

25 Preparation du polymere-poly (leucine) -bloc -polyethyleneglycol 

Les techniques utilisees, pour la polymerisation des NCA en 
polymeres de structures en blocs ou statistiques sont connues de 
l’homme de l’art et sont ddtaillees dans l’ouvrage de H. R. 
30 KRICHELDORF "a-aminoacides-N-Carboxy Anhydrides and Related 
Heterocycles " , Springer Verlag (1987) . La synthese suivante 
precise la synthese de l’un d’entre eux. 

Synthese de la poly (Ala) 4 o- PEG : 10 g de NCA-Leu sont solubilises 

35 dans 150 ml de NMP a 60°C. 5 ml d'une solution de 2 g de 
aminoethyl-PEG (Mw = 5000 D) dans 50 ml de NMP sont ajoutes au 
monomere en vine fois. Apres 2 h, on verse le milieu rdactionnel 
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dans 11 d’eau. Le prdcipitat forms est filtre, lavd et sdchd. 
Rendement > 95% . 

Example 2 - 

Preparation du polymSre-poly (phenylalanine) -bloc- 
5 polyethyleneglycol 

Synthese de la poly (Leu) 40 - PEG: 10 g de NCA-Phe sont solubilises 

dans 150 ml de NMP & 60 °C. 5 ml d'une solution de 2 g de 

aminoethyl - PEG (Mw = 5000 D) dans 50 ml de N-mdthylpyrrolidone 

10 (NMP) sont ajoutds au monomdre en une fois. Aprds 2 h, on vers le 
milieu reactionnel dans 11 d’eau. Le pr^cipitat forme est filtre, 
lave et seche . Rendement > 95%. 

Exemple 3 - 

15 Mise en evidence des nanoparticules par Diffusion de la Lumiere 
(DDL) et par Microscopie Electronique a Transmission (TEM) 

10 mg de particules du polymere 1 sont suspendus dans 10 ml d'eau 
ou une solution aqueuse de sel . Cette solution est ensuite 
20 introduite dans un granulometre Coulter (ou dif fractometre laser) . 
Les resultats de 1 # analyse de la granulom4trie des differents 
produits testes sont presentes dans le tableau 1 suivant . 



Tableau 1 - Mesures de la taille des PV 



Exemple 


' Polymere 


Taille (nm) 


7 " 


POLY (LEU)4q-PEG 


100 


I 2_ ] 


POLY(PHE)40-PEG 


100 



25 

Exemple 4 - 

Test d' association des nanoparticules avec une proteine 
(1' insuline) 

30 A partir d'une solution tampon phosphate isotonique de pH 7,4, on 
prepare une solution d 1 insuline humaine titr^e & l f 4 mg/ml 
correspondent a 40 Ul/ml. Dans 1 ml de cette solution d* insuline, 
on disperse 10 mg du PV prepare dans 1' exemple 1. Apres 15 heures 
d* incubation a temperature ambiante, 1* insuline associee aux PV et 
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l'insuline libre sont s^parees par centrifugation (60 000 g, 1 
heure) et ultrafiltration (seuil de filtration 300 000 D) . 
L'insuline libre recuperee dans le filtrat est dos^e par CLHP ou 
par ELISA et l'on en dSduit par difference la guantite d'insuline 
associee. La quantite d'insuline associee au PV est superieure a 
0,77 mg, ce qui repr§sente plus de 55 % du total de l'insuline 
engagae . 

Le tableau suivant rassemble les rasultats des mesures de taux 
d' association effectuees sur diffarents PV. Le taux d' association 
exprime le pourcentage d'insuline associee par rapport a 
l'insuline engagee dans une preparation titree a 1.4 mg/ml 
d'insuline et 10 mg/ml de PV. Cette valeur est transformee en un 
taux de chargement qui exprime vine formulation a 100% de fixation 
de la proteine, en mg d'insuline par 100 mg de PV. 

Tableau 2 - Mesures du taux dissociation avec l’insuline pour un 
melange 0.14 mg INSULINE/mg PV 



Exemple 


Polymere 


Taux de 
chargement 
mg/lOOmg PV 


1 


POLY(LEU>4o-PEG 


13.6 


2 


POLY(Phe)4o-PEG 


>15 



20 Exemple 5 - 

Pharmacocinetique et pharmacodynaxnie des PV- charges avec 
l'insuline chez le chien sain a jeun 

Le protocole de cet exemple est le suivant : 

25 La preparation de 1 ' exemple 4 a ata injectee a. des chiens, rendus 
diabatiques par pancr^atectomie totale, et a jevin de la veille au 
soir. L' administration a 11 heures du matin par voie sous cutan6e 
thoracique de la preparation a dte faite a la posologie de 

0. 5 Ul/kg d'insuline par Kg de poids vif de 1' animal. Le volume 
30 administra est compris entre 0,18 et 0,24 ml. Au temps -4, -2, 0, 

1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44 et 48 heures, 

1 ml de sang sont praieves par ponction jugulaire sous vide sur 
tube haparinate de sodium. 30 fil de sang total sont utilisas 
extemporanament pour mesure de la glycamie. Le tube est ensuite 
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centrifuge, decant e et le plasma stocke a -20°C pour dosage de 
l'insuline. Les resultats presentes dans la figure 1 ci-apres 
montrent un relarguage de l'insuline jusqu'a 12 heures (trait 
plein) et un effet hypoglycemiant important qui se prolonge 
5 jusqu'a 20 heures (trait discontinu) apres 1* injection. 

Tableau 3 * Mesures du temps d’action de Hnsuline (effet 
hypoglycemiant) en presence de PV selon 1’invention 



Exemple 


Polymere 


Temps de retour 
au niveau basal 

(h) _ 




Insuline soluble (sans PV) 


1 


1 


poly(Leu)40-PEG 


20h 


2 


POLY(PHE)40-PEG 


>20h 



10 

Cet exemple demontre la non denaturation de l'insuline en presence 
de PV selon 1' invention. 

II met egalement en evidence 1 1 augmentation de la duree d 1 action 
de l*insuline par rapport & l ! insuline non formulee, et done, 
15 l*utilite des PV comme systeme a liberation controlee de 
1 1 insuline. 
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REVENDICATIONS 

1- Suspension colloidale de particules submicroniques 
susceptibles d'etre utilisees, notamment pour la vectorisation de 
principe(s) actif(s) (PA), ces particules etant des arrangements 

5 supramoleculaires individualises : 

• a base d'un copolymere amphiphile comprenant : 

^ au moins un bloc de polyaminoacide (s) (PAA) lineaire(s), 
hydrophobe ( s ) a enchainements a-peptidiques, les 

aminoacides hydrophobes AAO constitutifs de ce bloc PAA 
10 etant identiques ou diff<§rents entre eux ; 

S et au moins un bloc de polym£re(s) hydrophile (s) du type 
polyalkyleneglycol (PAG) , de preference polyethylene-glycol 
(PEG) ; 

• aptes £ s'associer en suspension colloidale a 1'etat non 

15 dissous, avec au moins un PA et a liberer celui-ci, 

notamment in vivo, de maniere prolongee et/ou retardee ; 
caracterisee en ce que les particules qu'elle contient sont 
associees et/ou peuvent e-tre associees avec au moins un PA 
selections parmi les PA hydrophiles, de preference parmi les 
20 proteines, ce PA etant plus pref erentiellement encore constitue 
par de l ! insuline. 

2- Suspension selon la revendication 1, caracterisee par un 
taux de chargement Ta des particules de vectorisation avec 

25 1'insuline, exprime en % de masse d'insuline associee par rapport 
a la masse et mesure selon un mode operatoire Ma, Ta etant tel 
que : 

7 < Ta 

de preference, 8 < Ta < 50 

30 et, plus preferentiellement encore, 10 <Ta <30. 

3- Suspension selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en 
ce que le PAG -de preference le PEG- possede une masse molaire en 
poids comprise entre 500 et 50000 D, de preference entre 1000 et 

35 10000 D, et plus preferentiellement encore entre 1000 et 5000 D. 
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4- Suspension selon l'une quelconque des revendi cat ions 1 a 

3, caracterisde : 

- en ce que les AAO sont des acides amines neutres 

hydrophobes AANO, 

5 - en ce que le rapport PAG/AANO est > 1, 

- et en ce que la longueur absolue du bloc PEG est > 2 
monomeres, de preference > 10 monom^res , et plus 
pref erentiellement > 20 monomeres. 

10 5- Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 

4, caracterisee en ce que le ou les blocs PAA a base d'AANO en 
comprennent au moins 5 , de preference au moins 10, et plus 
pref erentiellement encore au moins entre 10 et 50 . 

15 6- Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 

5, caracterisee en ce que les particules sont des <c diblocs » 
PEG/ AANO . 

7- Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 & 
20 6, caracterisee en ce que les AANO sont choisis dans le groupe 

comprenant : 

• des acides amines neutres naturels : Leu, lie, Val, Ala, 

Pro, Phe, leurs melanges ; 

• des acides amines neutres, rares ou synthetiques : 

25 norleucine, norvaline 

• des derives des acides amines polaires : Glutamate 

de methyl, glutamate de ethyle, aspartate de 
benzyle, N-acetyllysine . 

30 8- Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 

7, caracterisee en ce qu'elle est aqueuse et stable. 

9- Solide pulverulent, caracterise en ce qu'il est obtenu a 
partir de la suspension selon l'une quelconque des revendications 
35 1- a 8. 
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10- Procede de preparation du solide pulverulent selon la 
revendication 9, caracterisee en ce que : 

1) on fait reagir au moins un segment PAG avec au moins un 
segment PAA comprenant chacun au moins un monomere 
alkylene-glycol ou aminoacide respectivement et au moins 
une fonction reactive permettant de former une ou des 
liaisons PAA -PAG (de preference amide) , de faqon a 
obtenir un copolymer e bloc PAG-polyAAO ; 

2) on precipite - de preference dans l'eau -, le copolymere 
bloc PAG-polyAAO obtenu a 1 1 £tape 1, ce qui conduit a la 
formation spontanee de particules de vectorisation de 
PA ; 

3) bn associe au moins un principe actif PA hydrophile avec 
les particules ; 

4) eventuellement on dialyse le milieu reactionnel pour 

purifier la suspension aqueuse de particules 

structurees ; 

5) eventuellement on concentre cette suspension de 

1'dtape 4 ; 

6) on 41imine le milieu liquide pour recueillir le solide 
pulverulent comprenant les particules. 



11- Procede selon la revendication 10, caracterise en ce 
que dans 1 1 etape 1 : 

25 1-1) on realise une copolymerisation de monomeres formas 

par des anhydrides de N-CarboxyAminoacides (NCA) 
d 1 amino-acides hydrophobes AAO en presence : 

d'au moins un solvant polaire non aromatique, 
de preference choisi dans le groupe 

30 comprenant : la N-Methyl Pyrrol idone (NMP) , le 

DiM^thylFormamide (DMF) , le DiMethylsulfOxyde 
(DMSO) , le DiMethylAcetamide (DMAc) , la 

pyrrol idone ; la NMP etant plus 

particulierement preferee ; 

et eventuellement d'au moins un co-solvant 
selection^ parmi les solvants aprotiques (de 
preference le dioxanne-1, 4) et/ou les 

solvants protiques (de pr^f^rence la 
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pyrrolidone) et/ou l'eau et/ou les alcools, 
le methanol etant particulierement prefer^ ; 
on met en ceuvre ou on prepare par polymerisation de 
monomeres alkyldne-glycol (de preference ethylene ou 
propylene-glycol) au moins un bloc polymere PAG de 
poly-alkyiene-glycol (de preference de PEG ou PPG) ; 
ce bloc PAG etant fonctionnalise (avantageusement a au 
moins 1 1 une de ses extremites ) par au moins un 
groupement reactif nucleophile, de preference choisi 
dans le groupe comprenant les amines (en particulier 
les amines primaires ou secondaires) , les alcools ou 
les thiols ; 

on ajoute le PAG fonctionnalise de l’etape 2 au milieu 
de polymerisation du bloc de poly-AAO, avant, pendant 
ou apres la polymerisation. 

12- Procede selon la revendication 11, caracterise en ce 
que, le ou les bloc(s> PAG fonctionnalise (s) est (sont) 
introduit (s) avant et/ou au debut de la polymerisation, qui se 

20 deroule de preference A une temperature comprise entre 20 et 120°C 
& pression atmospherique normale . 

13- Procede de preparation de la suspension selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 8 , caracterise en ce que 1 on 

25 met en presence d'un milieu aqueux non solvent des AAO, le solide 
pulverulent selon la revendication 9 et/ou le solide pulverulent 
obtenu par le procede selon la revendication 10. 

14- Procede de preparation de la suspension selon l'une 

30 quelconque des revendications 1 d 8, caracterise en ce qu'il 

comprend les etapes 1,2, 3, 4 et eventuellement 5 du procede selon 
la revendication 10 . 

15 - Procede de preparation de la suspension selon l'une 

35 quelconque des revendications 1 & 8, caracterise en ce que l'on 

effectue 1' association du PA hydrophile aux particules, par mise 
en presence d'une phase liquide contenant ledit PA hydrophile avec 
la suspension colloidale de particules. 



WO 02/28374 

1 . 2 ) 

5 

10 

1.3) 

15 



(SDOCID: <WO. 



0228374A1 J_> 




WO 02/28374 



PCT/FR01/03028 



5DOCID: <WO. 



26 

16- Procede de preparation de la suspension selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce que l'on 
effectue 1 ' association du PA hydrophile aux particules par mise en 
^ presence dudit PA A l'etat solide avec la suspension colloidale de 
particules. 



17- Procede de preparation de la suspension selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce que l'on 
10 met en presence le solide pulverulent selon la revendication 9 

et/ou le solide pulverulent obtenu par le procede selon la 
revendication 10, avec une phase liquide contenant le PA 
hydrophile . 

15 18- Procede de preparation de la suspension selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce que l'on 
met en presence le solide pulverulent selon la revendication 9 

et/ou le solide pulverulent obtenu par le procede selon la 
revendication 10, avec le PA hydrophile sous forme solide et en ce 

20 que l'on disperse ce -melange de solides dans une phase liquide, de 

preference une solution aqueuse. 

19- Produits intermediaires du procede selon la 

revendication 10 ou 11, caractArises en ce qu'ils sont constituAs 

25 par des copolymeres PAG-polyAAO, de preference PEG-polyAANO, 

prAcurseurs de particules. 

20- Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 A 

8 et/ou obtenue par le procede selon l'une quelconque des 

30 revendications 10 A 18 et/ou solide pulverulent selon la 

revendication 9 comprenant un moins un principe actif hydrophile 

choisi, de preference, parmi : 
o les vaccins ; 

o les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels 
35 les plus prAfArentiellement retenus sont : les 

hemoglobines, les cytochromes, les albumines, les 
interferons, les antigenes, les anticorps, 

1 erythropoiAtine , l'insuline, les hormones de 
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croissance, les facteurs VIII et IX, les 
interleukines ou leurs melanges, les facteurs 
stimulants de l'hematopolese ; 
o les polysaccharides, 1'heparine etant plus 
particulierement selectionnee ; 
o les acides nucleiques et, pref erablement , les 
oligonucleotides d'ARN et/ou d'ADN ; 
o des moldcules non peptido-protdiques appartenant a 
diverses classes de chimiotherapie anti- 
cancereuses et, en particulier, les anthracyclines 
et les taxoides ; 
o et leurs melanges . 

21- Spdcialitd pharmaceutique, nutritionnelle, 

phytosanitaire ou cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comporte 
une suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 8 
et/ou obtenue par le procedd selon l'une quelconque des 
revendications 10 d 18 et/ou du solide pulvdrulent selon la 
revendication 9 . 
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